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Ndzev diplomové prdce: Studium HILIC mechanismu vybranych UHPLC staciondrnich fazi

Tato diplomova prace se zabyva studiem HILIC mechanismu stacionarnich fazi
Ascentis HILIC Express (2,1 x 100 mm, 2,7 um, vyrobce Sigma-Aldrich), ACQUITY UPLC
BEH HILIC (2,1 x 100 mm, 1,7 pm, vyrobce Waters) a ACQUITY UPLC BEH AMIDE (2,1 x

100 mm, 1,7 um, vyrobce Waters).

K testovani vlastnosti kolon bylo vybrano celkem 15 analytld, které byly
rozdéleny do skupin na latky kyselé, bazické a neutrdlni. Méreni probihalo na pfistroji
UHPLC od firmy Waters za detekce pomoci PDA detektoru pfi vinové délce 254 nm.
K méreni byla pouZita isokraticka eluce. Pritok byl nastaven na 0,4 ml/min, nastfik byl

1-2 ul. Mobilni fazi tvofila ultracista voda nebo pufr a acetonitril.

Pro snadnéjsi hodnoceni byly z namérenych hodnot sestrojeny tabulky a grafy.
Byly sestrojeny kfivky zavislosti lin-lin, log-lin a log-log. Kolony byly hodnoceny

z hlediska selektivity a retence jednotlivych skupin analyta.

Byl sledovan vliv procentualniho zastoupeni vody a acetonitrilu v mobilni fazi na

retenci analytl. Dale byl sledovan vliv pH.

U kolon Ascentis HILIC Express a ACQUITY UPLC BEH HILIC nebyl pozorovan
vyraznéjsi rozdil v selektivité. U kolony ACQUITY UPLC BEH AMIDE tvorené BEH
Casticemi modifikovanymi trifunkéné vazanym amidem byl rozdil v selektivité ve

srovnani s kolonou ACQUITY UPLC BEH HILIC vyrazny.

Vliv pH na selektivitu byl zaznamenan u kolony ACQUITY UPLC BEH AMIDE.
Selektivita se pfi pH = 3,8 a pH= 6,8 vyrazné liSila. U zbylych dvou kolon neméla

hodnota pH na selektivitu témér zadny vliv.
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Abstract

Charles University in Prague, Faculty of Pharmacy in Hradec Krdlové
Department of Analytical Chemistry

Candidate: Katefina JeZkovd

Supervisor: Doc. PharmDr. Lucie Novdkovd, Ph.D.

Title of Diploma thesis: A study of HILIC mechanism on selected UHPLC stationary phases

This diploma thesis deals with a study of HILIC mechanism of Ascentis HILIC
Express (2.1 x 100 mm, 2.7 um, Sigma-Aldrich), ACQUITY UPLC BEH HILIC (2.1 x
100 mm, 1.7 um, Waters) and ACQUITY UPLC BEH AMIDE (2.1 x 100 mm, 1.7 um,

Waters) stationary phases.

Totally 15 analytes had been selected for testing of the characteristics of the
stationary phases. The analytes were divided into groups of acidic, basic and neutral
substances. The measurement was performed on UHPLC instrument by Waters with
detection by a PDA detector at the wave-length of 254 nm. Isocratic elution was used
for the measurement. The flow was set to 0.4 ml/min, injection volume was 1-2 pl.

Mobile phase was composed of ultrapure water or buffer and acetonitrile.

For an easier evaluation, tables and charts were constructed from measured
data. Lin-lin, log-lin and log-log plots were constucted. The stationary phases were

evaluated in terms of selectivity and retention of the individual groups of analytes.

The influence of a percentage of water and acetonitrile in mobile phase on the

retention of analytes was monitored. Further, the influence of pH was monitored.

For Ascentis HILIC Express and ACQUITY UPLC BEH HILIC stationary phases no
substantial difference in selectivity was observed. For an ACQUITY UPLC BEH AMIDE
stationary phase, formed by BEH particles modified by a trifunctional amide, the
difference in selectivity was significant, compared to ACQUITY UPLC BEH HILIC

stationary phase.

The effect of pH was observed on ACQUITY UPLC BEH AMIDE stationary phase.
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Seznam pouzitych zkratek
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1. Uvod

V soucasné dobé rostou pozadavky na separaci silné poldrnich latek, zejména
latek biologicky aktivnich. V chromatografickych systémech s obracenymi fazemi (RP)
je retence silné poldrnich latek pftili$ nizka na rozdil od slou¢enin nepolarnich &i stfedné
polarnich, které lze touto metodou Uspésné separovat. Pfi pouZziti normalni faze (NP)
se polarni latky velmi Spatné rozpoustéji v mobilni fazi, kterou tvofti Cisté organické
rozpoustédlo. Problémem byva i Spatna reprodukovatelnost analyzy. Vhodnou
metodou pro ucinnou separaci polarnich latek mize byt pouziti hydrofilni interakéni
chromatografie (HILIC), kterou poprvé definoval americky chemik Andrew Alpert v roce
1990. Pri této chromatografii se pouzivaji kolony typické pro systémy s normalnimi
fazemi, vyuZivaji se vSak vodné-organické mobilni faze typické pro RP systémy.
Pfredpoklada se, Ze kretenci analyzované latky dochazi na zdkladé rozdélovaciho
mechanismu mezi nepolarni mobilni fazi a tenkou vodnou vrstvou, kterd se tvofi

v blizkosti stacionarni faze. Detailni mechanismus vSak neni dosud zcela objasnén.

Analyza biologicky aktivnich [atek zasahuje do mnoha oblasti lidského Zivota a
proto je potfeba vyvinout co nejspolehlivéjsi a nejlevnéjsi metody pro jejich stanoveni,
at uz se jedna o stanoveni v biologickych védach nebo v pééi o Zivotni prostfedi. HILIC
metoda je cenéna pro svoji vysokou selektivitu a velmi dobrou retenci polarnich latek.
Ve spojeni s ultravysokoucinnou kapalinovou chromatografii (UHPLC) se HILIC metoda

stavda stale vyznamnéjsi a pfindsi mnoho prostoru pro dalsi vyzkum.



2. Cil a zadani prace

Tato diplomova prace se zabyvad studiem HILIC mechanismu tfi vybranych
stacionarnich fazi. Pro experimentalni méreni byla vybrana Siroka skupina analytu
zahrnujicich [atky neutrdlni, kyselé a bazické. Byl sledovan vliv sloZzeni mobilni faze na
retenci jednotlivych analytQ a selektivitu vybranych kolon. Zejména byl sledovan vliv
procentudlniho zastoupeni acetonitrilu v mobilni fazi, druh, pH a koncentrace vodné
slozky. Méreni bylo provadéno systematicky na vSech tfech stacionarnich fazich.
Z namérenych experimentalnich dat byly sestrojeny kfivky zavislosti typu lin-lin, log-lin

Ci log-log pro snadnéjsi vyhodnocovani retencnich mechanismU a selektivity kolon.



3. Teoreticka cast

Kapalinovad chromatografie je vyuzivana pro separaci biologicky aktivnich latek
vice neZ sto let. PGvodni kapalinova chromatografie na normalni fazi byla nahrazena
separacemi na reverznich fazich, u kterych je separaéni ucinnost pfi vhodné zvolenych
experimentalnich podminkach vyrazné vyssi, zejména pro nepoldrni latky. Tato metoda
je nejcastéji pouzivanou technikou ve farmaceutické analyze [1]. Zavedeni
ultravysokoucinné kapalinové chromatografie (UHPLC) do praxe v roce 2004 pfineslo
vyrazny pokrok v oblasti analytické chemie. Doslo ke zkraceni kolon, zmenseni ¢astic az
na velikost mensi nez 2 um (tzv. sub-2-mikronové ¢astice), a zvyseni tlaku (>100 MPa).

Celd analyza se tak vyrazné urychlila a zlevnila[2][3].

Separace poldrnich analytll na klasickych reverznich fazich miZe byt
v nékterych ptipadech znacné komplikovana. Polarni latky jsou c&asto eluovany
v mrtvém retencnim case. PFi pouZiti systému normalnich fazi narazime na problém
§patné rozpustnosti vzork(l v bezvodych rozpoustédlech. Redeni problému separace
polarnich latek prinesl vroce 1990 Andrew Alpert, ktery navrhl oznaceni ,hydrofilni
interakéni chromatografie” (HILIC) pro chromatografii na kolonach typickych pro
systémy s normalnimi fazemi, vyuzivajici vSak vodné-organické mobilni faze podobné
jako RP systémy. Termin , hydrofilni“ charakterizuje afinitu k vodé, ktera se pridava do
mobilni faze pfi HILIC separacich na polarnich kolonach. Dochazi zde k hydrofilnim
interakcim mezi stacionarni fazi a separovanymi latkami. Tato technika nalezla
uplatnéni pfi separacich sacharid(, peptidi a aminokyselin. V posledni dobé roste jeji
vyznam a zaroven roste i pocCet nové vyvinutych kolon a aplikaci pro analyzu v oblasti

prirodnich latek i syntetickych |écCiv, potravin, tenzid(i a Zivotniho prostredi [1][4][5].

3.1. Zakladni mechanismus HILIC separace

Videdlnim pripadé je separace HILIC fizena hydrofilni interakci mezi polarni
staciondrni fazi a solutem. Uplatiiuji se i druhotné interakce, napfiklad elektrostatické
interakce, iontové vyménné interakce a dalSi. Dllezitd je vSak prevaha interakci

hydrofilnich. Na povrchu sorbentu stacionarni faze se vytvari hydratovand vrstva
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(z angl. ,,water-rich layer”), ktera hydrofilni interakce umozriuje (Obr. 1). Latka se pak
podle Alperta zadrzuje na zdkladé rozdélovaciho mechanismu (Obr. 2) [1][5]. Naproti
tomu Svédsky chemik P. Hemstérm ve svych studiich uvadi, Ze mechanismus retence je
pravdépodobné smiSené povahy a zahrnuje i elektrostatické interakce a mechanismus

adsorpce. Detailni mechanismus retence vSak dosud nebyl zcela objasnén [1].

o S G @ . mobilni faze
. ' (acetonitrillvoda)
"’a. .
7
> ou w
o H0
H,ni' OH OH } hydratovana
Ha HO o, stacionami faze
X 3@
g \ J

polarni stacionarni f aze

Obradzek 1: Schéma dioly modifikované staciondrni faze[1].

Voda

ACNVYoda
(90:10)

Obrazek 2: Zndzornéni rozdélovaciho mechanismu v HILIC systému [6].
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3.2. Stacionarni faze pouzivané v HILIC systému

Pro HILIC separace se pouzivaji polarni stacionarni faze a vodné mobilni faze. Ty
obsahuji vysoky podil organického rozpoustédla (vice nez 60 %). Stacionarni faze byva
polarnéjsi nez faze mobilni. Pfi tomto uspofadani je moiné délit polarni analyty
s vysokym rozliSenim. Naopak nepoldrni analyty, které nevykazuji afinitu ke stacionarni
fazi, nejsou zadrzovany. Nejcastéji se pouzivaji klasické silikagelové stacionarni faze
nebo faze modifikované aminovymi, amidovymi, diolovymi nebo kyanovymi funkénimi
skupinami. Lze pouzit i silikagel modifikovany polymery, napf. polyhydroxytehylem ¢i
polysufoethylem. Zavedeny byly i sorbenty schemicky vdzanymi jednotkami
oligosacharidi [1]. Mezi novéjsi stacionarni faze pro HILIC patfi napf. ZIC-HILIC
stacionarni faze, které byly plvodné vyvinuty pro separaci anorganickych soli a malych
iontovych sloucenin [5]. Na téchto fazich jsou chemicky vazané funkéni skupiny nesouci
pozitivni a negativni ndboj (tzv. zwitteriontova skupina), které se vyznacuji vysokou
polaritou a vysokou afinitou k vodé. Struktura nékterych HILIC staciondrnich fazi je

znazornéna na obr. 3 [1][5].

SFac'onam' chemicka struktura
faze

silikagel |-OH
kyanopropyl (-(CH,),~CN
aminopropyl |-(CH,),-NH,

diol |-CHCH-CH,~OH

I
OH

b. PAC —(—CHZ—ClH—),;
C=0

I
OH

C. CH,

e
ZIC —CHz—l (CH,);~SO%
CH,

Obrazek 3: Staciondrni fdze pouzivané pri HILIC; PAC — polymerni aniontovd fdze,
ZIC — zwitteriontovd fdze [1].
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Specialné pro HILIC byly vyvinuty stacionarni faze na bazi polyimidu kyseliny
jantarové (PolyGLYCOPLEX A, Poly Hydroxylethyl A, Poly CAT A a Poly Sulphoethyl A).
Dalsim perspektivnim materidlem pro separace HILIC je silikagel typu C
s hydrosilovanym povrchem, kde jsou silanolové skupiny (-Si-OH) nahrazeny

hydridovymi skupinami (-Si-H) [4][7].

Oblibenym materidlem jsou hybridni kolony s alkylovymi skupinami
inkorporovanymi do silikagelové matrice [4]. Hybridni anorganicko-organické
stacionarni faze kombinuji nejlepsi vlastnosti silikagelu s nejlepSimi vlastnostmi
polymernich sorbenti. Mezi vyhody silikagelu patfi vysokd mechanickd odolnost,
vysoka ucinnost déleni a reprodukovatelnost vysledk(. Nevyhodou je omezeny rozsah
pH a vysoka chemicka aktivita. Polymer je chemicky stabilnéjsi a umoziuje Sirsi rozsah
pracovniho pH, nevyhodou je vSak nizsi mechanickd odolnost a nizsi uc¢innost déleni
[8]. BEH hybridni faze (bridge ethylene hybrid) je tvofena dvéma monomery:
tetraethoxysilanem (TEOS) a bis(triethoxysilyl)ethanem, ve kterém jsou vmezereny

ethylenové mUstky (Obr. 4) [9].

A - Y
" N~ ‘\ ’
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N} ‘;}\‘. N J
£ : ) = B
.’ &
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\ »
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Evc-é"?'c@osa OE1
i S{-o~sole E1Q E10 Of1
\ l 9 L /o
Pt T oo + TR
/Si\o/sll\o'—s\i“ £t 8O 8O ~—r’ OB
E10 OF!t OFEt -
Polyethoxysilane Tetraethoxysilane Bis(triethoxysilyl)ethane
(BPEOS) (TEOS) (BTEE)

ol Chem 2003, 75, 478) 4788

Obrdzek 4: Struktura BEH cdstice[9].
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BEH castice jsou vysoce mechanicky a chemicky odolné i za extrémnich
podminek jako je vysoka teplota, tlak a rozmezi pH 1-12. Zivotnost kolon s témito

Casticemi je velmi vysoka a literatura uvadi, Ze je mozné provést az 10000 nastrika [2].

Rozsah chemickych modifikaci HILIC fazi neni Siroky, presto jsou v selektivité

vyrazné rozdily. Rozdil v selektivité rlznych HILIC stacionarnich fazi je zndzornén na

obrazku 5.
4
15 " 5
M BEH HILIC
1 2 4 5
3
NEH Amide
1 2 > 4
5
/\ Atlantis HILIC Silica
4 5 3
' 2
M BEH Diol
1-3
4 5
BEH CN-phenyl
0 1 2 3

Minutes

Obrdzek 5: Srovndni rGznych HILIC staciondrnich fdzi za pouZiti izokratické mobilni fdze
(90 : 10 ACN/H,0) s 10 mM mravenc¢anem amonnym o pH 3. Pritok byl 0,5 ml/min,
teplota kolony 30 °C a UV detektor nastaven na vinovou délku 254 nm. Poradi eluce:
(1) acenaften 20 ug/ml, (2) thymin 4 ug/mi, (3) fluorooroditovad kyselina 25 ug/ml,
(4) adenin 4 ug/ml, (5) cytosin 8 ug/ml)[10].
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3.3. Vlastnosti pouzitych stacionarnich fazi

V této diplomové praci byl studovan HILIC mechanismus tfi vybranych UHPLC

staciondrnich fazi, proto jsou tyto faze dale podrobnéji popsany.

3.3.1. Kolona ACQUITY UPLC BEH HILIC (vyrobce Waters)

BEH castice (podrobnéji popsany v predchozi kapitole, obr. 4) zajistuji této
koloné chemickou stabilitu a jeji delsi Zivotnost i pfi SirsSim rozsahu pH mobilni faze.
Kolona umozZnuje velmi efektivni a reprodukovatelné analyzy polarnich latek za

vysokého tlaku i teploty v rozsahu pH 1-12 [11].

3.3.2. Kolona Ascentis Express HILIC (vyrobce Sigma-Aldrich)

Tato kolona vyuZivajici technologii Fused-Core ¢dstic poskytuje vysokou rychlost
a ucinnost analyzy za poutziti nizSich tlak(. Fused-Core ¢astice jsou tvoreny tenkou
porézni vrstvickou cistého oxidu kiemicitého obklopujici pevné kiemicité jadro. Toto
usporadani Castic zajistuje vysokou ucinnost diky malé difuzni vzdalenosti (0,5 um) a

malé celkové velikosti ¢astice (2,7 um) [12].

Rychlost vstupu i vystupu slozky separované smési z pérua Céstice je fizena difuzi
jednotlivych komponent v kapalné mobilni fazi a zavisi na velikosti ¢astic slozky. Cim je
slozka vétsi, tim pomaleji difunduje. Pomald difize pak zplsobuje, Ze jsou piky Siroké a
separace nedokonald. Re$enim tohoto problému by mohlo byt pouZiti neporéznich
Castic. Avsak dulezitou soucasti separacniho procesu je i interakce sloZzek se skupinami
na povrchu porl. Proto ¢im vétsi pocet molekul mizZe interagovat, tim vice smési je
mozné rozdélit. Neporézni ¢astice umoznuji interakce pouze na svém vnéjsim povrchu

[13][14][15].

Zkracenim difuzni vzddlenosti u povrchové porézni castice pfi zachovani
dostatecného poctu molekul schopnych interakce dochazi k mensimu rozmyvani

chromatografickych zén, coz vede k vyssi uéinnosti kolony [13].
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Ascentis Express castice Porézni castice

1.5 pr ;;‘f

Obradzek 6: Porovndni difuzni vzddlenosti Fused-Core ¢dstice s porézni ¢dstici [16].

Dalsi vyhodou Fused-Core ¢astice je jeji celkova velikost 2,7 um. Kolony plnéné
Casticemi této velikosti mohou byt pouzity ve standardnich HPLC pfistrojich, nebot
k dosazeni pozadovanych pratokovych rychlosti nevyzaduji zvyseny tlak, ktery roste
exponencialné s klesajici velikosti ¢astic. P¥i pritokové rychlosti 4 mm s™ dosahuje tlak
na koloné plnéné Fused-Core casticemi hodnot 24,8 MPa, kdeZto u kolon plnénych

¢asticemi o velikosti 1,7 um dosahuje tlak hodnot 55,8 MPa [13].

Diky Cistému silikagelu mGzeme tuto kolonu pouzit pro tradi¢ni NP separace
nebo pro HILIC separace kyselych, bazickych i neutralnich ¢astic. Optimalni pH mobilni
faze pro tuto kolonu se pohybuje v rozmezi 2-8. Kolona je stabilni pfi operacnim tlaku

do 600 bar [12].

3.3.3. Kolona ACQUITY UPLC BEH Amide (vyrobce Waters)

Tato amidova kolona byla navriena pro separaci velmi poldrnich latek, které
nejsou zadrzovany v klasickém RP systému. Kolona vykazuje vysokou chemickou
stabilitu a umozZiuje pouZiti Sirokého rozmezi pH mobilni faze (pH 2-11). Kolona je
tvofena BEH ¢asticemi modifikovanymi trifunkéné vazanym amidem (Obr. 7). Amidové

kolony jsou vhodné predevsim pro separaci bazickych latek [17].

-0 O
-0-5
= NH,

Obrazek 7: Silikagel modifikovany trifunkéné vazanym amidem [17].
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3.4. Mobilni faze pouzivané v HILIC systému

Mobilni faze pouzivané pfi HILIC separacich obsahuji vysoké procento
organického rozpoustédla a 5-40 % vody nebo pufru (obvykle mravencanu nebo
octanu amonného). Podil vody musi byt minimalné 3 %, aby doslo k vytvoreni vodné
vrstvy na povrchu staciondrni faze. Vybér organického rozpoustédla ma velky vliv na
retenci zkoumanych latek. Elu¢ni sila organického rozpoustédla obvykle roste podle
zvySujici se polarity a schopnosti Ucastnit se proton-donorovych a proton-

akceptorovych interakci v poradi [18][19]:

methanol > ethanol > 2-propanol > tetrahydrofuran > acetonitril

Methanol se pro HILIC separace pouziva jen zfidka pro jeho podobnost s vodou.
Jednd se o protické rozpoustédlo, které na povrchu staciondrnich fazi s vodou soupefi
a dochdzi mezi nimi k vytvareni vodikovych vazeb. To v mensi mife plati i pro ostatni
alkoholy, nikoliv v8ak pro acetonitril, ktery proton-donorové interakce nevykazuje a je

nejpouzivanéjsim organickym rozpoustédlem pfti HILIC separacich [18][19].

V mobilnich fazich svysokym obsahem acetonitrilu retence latek klesa
s rostouci koncentraci vodné slozky, ktera zde predstavuje polarnéjsi rozpoustédlo. Pfi
nizSich koncentracich acetonitrilu se mechanismus retence na mnoha typech poldrnich
kolon méni a chromatografické chovani odpovida separacim v RP systémech — retence

roste s rostoucim podilem vody v organické fazi [4].

Hodnota pH mobilni faze je dalezitym chromatografickym faktorem. Ovliviiuje
naboj stacionarni faze a rozpousténych latek. Obecné se da fici, Ze nabité ¢astice jsou
hydrofilnéjsi nez jejich neutrdlni formy, a proto jsou v HILIC systému vice zadrZovany.
Vliv pH mobilni faze na retenci analytl je fizen primarné disociatnimi konstantami
jednotlivych protonizovanych funkénich skupin (pKa) typickych pro danou latku. Rlzny

stupen protonizace analyt( tedy urcuje jejich afinitu ke staciondrni fazi [1][20].

Pridavkem pufru do mobilni fdze mize byt ovlivnéna elektrostatické interakce

mezi analyty a stacionarni fazi. Vyssi koncentrace pufru vede ke sniZeni retence
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nabitych ¢astic opacného naboje, nez je staciondrni faze, a naopak castice se stejnym
nabojem jsou zadrZovany vice. NejCastéji pouzivanymi pufry jsou octan amonny,

mravencéan amonny, triethylamin fosfat a chloristan sodny [20].

Vliv na retenci ma i koncentrace pufru. S rostouci koncentraci roste i retence.
Tento jev je vysvétlovan tim, Ze pufr ma tendenci se hromadit v tenké vodné vrstvé na
povrchu stacionarni faze a objem této vrstvy se zvétSuje, coz vede k zesilené retenci

[20].

Pfi HILIC separaci je duleZité vénovat pozornost i rozpoustédlu vzorku.
Nejcastéji pouzivanym rozpoustédlem vzorku v HILIC systému je acetonitril. Pomér
acetonitrilu a vody ma velky vliv na vysledny tvar piku. Obecné plati, Ze vzorek by mél
byt rozpoustén v rozpoustédle, které je svym slozenim co nejpodobnéjsi mobilni fazi
jako u vSech HPLC separaci, avSak v pripadé HILIC separace je tento faktor daleko
kritictéjsi. Napfiklad pFi pouziti mobilni faze o sloZzeni 95 % ACN : 5 % H,0 by podil vody
v rozpoustédle vzorku nemél byt vyssi nez 10 %. Vliv rozpoustédla na tvar piku je

znazornén na obrdazku 8 [21].

AU 4
0.50 ]
0.407
0.30-
- H.0
0.20 ! f(}L 3\ \J \ W ACNIH,0, 60/40
. J W ACNIH,0, 80120
- /] 1 %1 U\ W ACNIH,0, 90/10
0.00.] / W R k ACN
T T T T

. T . J T ., T T | A% LI | T T 355
0.00 1.00 2.00 3.00 4.00 5.00 6.00 7.00 8.00 9.00 1000 1100 1200 13.00
Minutes

Obrazek 8: Efekt podilu vody v rozpoustédle na tvar piku. Podminky: kolona Acquity BEH HILIC
(2,1 mm x 150 mm, 1,7 um), pritok 500 ul/min, A = 214 nm, ndstfik 5 ul, gradientovd eluce:
95 % ACN 6 min, poté 95-75 % ACN 5 min pri teploté T = 30 °C, poradi eluce: (1) hypoxantin
80 ul/ml, (2) cytosin 10 ul/ml, (3) kyselina nikotinova 30 ul/ml, (4) prokainamid 30 ul/ml [21].
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Pti pouziti poldrnich rozpoustédel jako je methanol (MeOH), isopropylalkohol
(IPA), ¢i ethanol (EtOH), dochazi k podélnému rozmyvani pik(i. To je pravdépodobné
zpusobeno jejich schopnosti tvofit vodikové vazby, které mohou naruSovat vodnou
vrstvu na povrchu staciondrni faze a dochazi k naruseni HILIC rovnovahy. Proto nejsou
tato proticka polarni rozpoustédla v HILIC systému pfili§ vhodna a dava se prednost
aprotickému acetonitrilu. Porovnani vlivu jednotlivych rozpoustédel na tvar piku je

znazornéno na obrdzku 9 [21].

AU
0.80 1 4
0.70 {
0.60 1
0.50 1 2 3
0.40 1
1
0.30 { — H,0
0.20 1 '_j‘fi ‘ \/ MeOH
B a ¥ A W EtOH
0.10 4 _hL..__../L L J L ' IPA
0.00 ] ~ L U ‘——,———— ACN
T T S o T T T
0.00 100 2.00 3.00 4.00 500 6.00 7.00 8.00 9.00 10.00 11.00 12.00 13.00
Minutes

Obrazek 9: Efekt riznych organickych rozpoustédel na tvar piku. Podminky: kolona
Acquity BEH HILIC (2,1 mm x 150 mm, 1,7 um), prutok 500 ul/min, A = 214 nm, ndstrik
5 ul, gradientovda eluce: 95 % ACN 6 min, poté 95-75 % ACN 5 min pri teploté T = 30 °C,
poradi eluce: (1) hypoxantin 80 ul/ml, (2) cytosin 10 ul/ml, (3) kyselina nikotinovad
30 ul/ml, (4) prokainamid 30 ul/ml [21].

3.5. Vliv teploty pfri HILIC separacich

Vliv teploty byl studovan pomoci van’t Hoffovy rovnice, kterd popisuje vztah

mezi retenci a teplotou kolony:

AH® AS°
+
RT R

Ink'=—

+Ing

kde AH°® a AS° jsou zmény entalpie a entropie mezi mobilni a stacionarni fazi, R je

univerzalni plynova konstanta a & je fazovy pomér [1][20][22].
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Pfi zvysené teploté se zrychluje kinetika ¢dastic a klesa viskozita. Retence
obvykle klesa, coZ je pravdépodobné zplsobeno slabsimi koheznimi silami, vodikovymi
vazbami a ostatnimi polarnimi interakcemi mezi mobilni a stacionarni fazi. Tento vliv

vsak neni pfilis veliky. [18].

3.6. HILIC v UHPLC

Soucasny trend zmenSovani ¢astic vede k ucinnéjsim a rychlejsSim analyzam.
Mensi castice vSak kladou vys$si ndroky na poufzité zatizeni. Standardni HPLC pfistroje
pracuji do tlaki 40 MPa. Problém rostouciho tlaku se zde feSi zkracovanim délky

kolony, protoze tlakovd zména na koloné AP je definovdna jako:

AP ~F.n.L/A.dp

kde AP je zména tlaku, F je prlitokova rychlost, n viskozita mobilni faze, L délka kolony,
A jeji prarez a dp pramér castic naplné. Urcitd délka kolony je vSak nezbytnosti pro
zachovani dostatecné ucinné separace, proto je tfeba hledat dalsi feSeni nei jen

zkraceni délky kolony [13].

V roce 2004 predstavila firma Waters nové stacionarni faze s velikosti ¢astic
1,7 um podporované pfristrojem ACQUITY UPLC, ktery na rozdil od predchozi generace
umozniuje bezpecné a reprodukovatelné pracovat s tlaky pres 100 MPa, tedy s vice nez
dvojndsobnymi ve srovnani s pfedchozimi pfistroji. Vznikla nova technika UHPLC (ultra
ucinnd kapalinovd chromatografie), ktera umoznuje velmi rychlé, ucinné a citlivé
analyzy a navic mnohondasobné snizuje objemy vzork( a rozpoustédel. Setfi se tak ¢as i

naklady. Nevyhodou muZe byt vysokd potizovaci cena celého zatizeni [13][23].

HILIC v kombinaci s UHPLC pfinasi vysoce efektivni a citlivou metodu pro
separaci polarnich slouéenin, jejichz stanoveni byva pfi RP separacich problematické.
Pfehled neddvno publikovanych praci zamérenych na pouziti HILIC v UHPLC uvadi

tabulka 1.
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T¢

Latka Typ materialu Staciondrni faze Mobilni faze Technika Citace
hypo.xantln, kreat'lr?ln, moc pacientl s ACQUITY UPLC BEH HILIC A: 100 MM mravencan amonny
prolin, butylkarnitin, . . UPLC-MS/MS [24]
. rakovinou jater 2,1 x50 mm, 1,7 um B: ACN
fenylacetylglutamin
N ACQUITY UPLC BEH HILIC A:voda, 0,1 % kyselina mravenci
L- | | PLC-MS/M 2
citrulin plasma 2,1x100 mm, 1,7 um B: ACN, 0,1 % kyselina mravenci UPLC-MS/MS [25]
nikotin, kotinin, trans-
oL - ACQUITY UPLC BEH HILIC A: 10 mM mravenc¢an amonny pH =3
3 hydroxykgtlnln, plasma 2.1 %100 mm, 1,7 um B: ACN UPLC-MS/MS [26]
vareniklin
A: 0,2 % kyseli ¢ia2 M ¢ V
. . mozkomisni tekutina Kinetex Core-Shell 0,2 % kyselina mravencia Ovm rravencan amonny ve
acetylcholin, histamin vodé UPLC-MS/MS [27]
potkana 2,1 x100 mm, 2,6 um
B: ACN
. . , ACQUITY UPLC BEH HILIC A: 30 mM octan amonny pH =4
sfingosin-1-fosfat plasma 2,1 x150 mm, 1,7 um B: ACN, MeOH, octan amonny pH =4 UPLC-MS/MS [28]
kyselina kyanurova, .y ACQUITY UPLC BEH HILIC A: ACN
k PLC-MS/M 2
melamin potkani serum 2,1x100 mm, 1,7 um B: 10 mM octan amonny ve vodé UPLC-MS/MS [29]
. L, . ACQUITY UPLC BEH HILIC A:voda, 2 % ACN
dimethylsulfopropionat morsky plankton 2.1 %50 mm, 1,7 um B: ACN UPLC-MS/MS [30]
| .
acetylchloin, cholin, mpoazi?ri’ig:iﬂr::gk ACQUITY UPLC BEH HILIC A: 15 mM mraven¢an amonny pH = 3,5, ACN vrLemsms | 31

betain, dimethylglycin

plodova voda, mo¢

2,1 x100 mm, 1,7 um

B: ACN

Tabulka 1: Pfehled publikovanych praci vyuzivajicich HILIC v UHPLC.
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[44

Latka Typ materialu Staciondrni faze Mobilni faze Technika Citace
carbadox, olaquindox krmivo zviFat ACQUITY UPLC BEH HILIC A: voda, 10 mM octan amonny absorbance pfi [32]
2,1 x100 mm, 1,7 um B: ACN 307 nma 84 nm
nikotin mot ACQUITY UPLC BEH HILIC A: ACN UPLC-MS/MS [33]
2,1 x50 mm, 1,7 um B: 10 mM octan amonny pH =3
methylovana DNA lidska tkan ACQUITY UPLC BEH HILIC A: ACN UPLC-MS/MS [34]
2,1x100 mm, 1,7 um B: voda, 2,5 mM mravencan amonny
panobinostat (LBH589) | tkaf a plasma potkana ACQUITY UPLC BEH HILIC A:voda, 0,1 % trifluoroctova kyselina UPLC-MS/MS [35]
2,1 x50 mm, 1,7 um B: methanol, 0,1 % trifluoroctova kyselina
morfin, kodein mo¢ ZORBAX HILIC PLUS A: 10 mM mravencan amonny pH = 6,4 UPLC-MS/MS [36]
2,1 x100 mm B: 10mM mravencan amonny pH = 6,4 v 90 % ACN
6-thioguanin DNA z krve ACQUITY UPLC BEH HILIC A: 160 mM mravencan amonny UPLC-MS/MS [37]

2,1 x50 mm, 1,7 um

B: 10 mM mravencan amonny v 95 % ACN

Tabulka 1 - pokracovani: Pfehled publikovanych praci vyuzivajicich HILIC v UHPLC.
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Prakticky nejc¢astéji pouzivanou kolonou je ACQUITY UPLC BEH HILIC. Nejvice
pouzivanou mobilni fazi je acetonitril ve smési s mraven¢anem ¢i octanem amonnym a
vodou. Pro detekci je hojné vyuZivdna hmotnostni spektrometrie. Castym materidlem
pro analyzu je lidska ¢i potkani mo¢ nebo plasma. HILIC ve spojeni s UHPLC technikou
jsou vhodnymi nastroji pro analyzu endogennich metabolitd, malych bazickych

sloucenin, peptidd a sacharidd.

3.7. Vyhody a nevyhody HILIC systému

Vyhodou HILIC systému je schopnost zadrZzovat velmi poldrni latky s pouZzitim
mobilni faze s vysokym podilem organického rozpoustédla. Tato mobilni faze je vhodna
pro LC-MS rozhrani (Liquid chromatography—Mass spectrometry). Jeji pouZiti vede

k omezeni matricovych efektl a k dosazeni vysoké odezvy a citlivosti [5].

Hmotnostni spektrometrie (MS) je detekéni metoda, kdy se ze sledovanych
atom0 nebo molekul generuji ionty, které jsou nasledné déleny podle jejich poméru
hmotnosti k ndboji a méfi se zastoupeni jednotlivych druh( separovanych iontd. Tato
metoda umoznuje stanoveni analytu a zaroven poskytuje kvalitativni informace o jeho
strukture. Nizkd retence polarnich analytl pfi pouziti RP-HPLC/MS s ionizaci
elektrosprejem (ESI) na silikagelovych kolondch muizZe vést ke Spatnému rozliseni
a nepfiznivym vlivim matrice. Mobilni faze s vysokym obsahem vody mize negativné
ovliviiovat intenzitu signalu a stabilitu. Mobilni faze bohaté na acetonitril, které jsou
typické pro HILIC separace, maji nizSi povrchové napéti a usnadnuji tvorbu kapicek.
Zlepsuji se tak podminky pro ionizaci elektrosprejem a vyrazné se zvysuje citlivost
detekce. To je jednim z hlavnich divodu, proc v soucasné dobé roste zajem o HILIC

techniku [3][18][19][38].

Pfi izolaci vzorku z biologické matrice pomoci srazeni proteinl Ci extrakce se
vzorek pfed vlastnim stanovenim musi ¢asto upravovat odparenim rozpoustédla, coz
mulzZe byt casové ndarocné. PouZiti HILIC mobilni faze umoinuje pfimé nastfiknuti

vzorku na kolonu bez pfedchozich zdlouhavych tprav [19].
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Nevyhodou HILIC muUZe byt nerozpustnost nékterych latek (napf.
oligosacharidll) a jejich sraZeni. Ddle je problematické délit pomoci HILIC polarni
a nepolarni latky zaroven. Pro separaci nepolarnich latek je vhodnéjsi nizsi podil
organického rozpoustédla v mobilni fazi. Tento problém se da fesit pomoci gradientové

eluce [19].

3.8. Vyhodnocovani mechanismi separace

Z namérenych experimentalnich dat se sestrojuji kfivky, které usnadnuji
vyhodnocovani retenénich mechanism( a selektivity. Obecné jsou dllezité tfi typy
kfivek: lin-lin zavislost, log-lin zavislost a log-log zavislost. Pro sestrojeni téchto krivek

je treba znat kapacitni faktor, ktery vypocitdme podle vzorce:

kde t, je retencni ¢as a Vo mrtvy objem. Kapacitni faktor vyjadfuje eluéni charakteristiky
slozky na urcité koloné [39].

Zavislost lin-lin vyjadrend jako k'= f(%W)se pouzZivd k vyhodnoceni retence. % W

vyjadfuje objemovy podil vody v mobilni fazi.

Zavislost log-lin vyjadfend jako logk'= f(%W)indikuje prevahu rozdélovaciho

mechanismu, pokud je jeji prabéh linedrni.

Zdvislost log-log vyjadiena jako logk'= f log(%W)vypovidd o adsorpénim procesu,

pokud je jeji prabéh linearni.

Rozdil v selektivité Ize vyhodnotit pomoci zdavislosti kapacitniho faktoru kazdé
slouceniny pfi dvou rdznych podminkach. Zaznamena se linearni prlibéh a pomoci
. s s s , v s . . s o . 2 . v
linedrni regrese se ziska korelaéni koeficient r. Rozdil selektivity s° mezi dvéma

podminkami se pak vypocita pomoci vzorce:

s?=1-r?
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Pokud se hodnota s” rovna nule, p¥i obou testovanych podminkéch (stacionarni faze,
slozeni mobilni faze), nedochézi k Zz4dnym zménam selektivity. Pokud se hodnota s’
rovna jedné, selektivita je naopak zcela odlisna. Priklad porovnani selektivity dvou
rznych stacionarnich fazi je zobrazen na obrazku 10. Na obrdzku 11 pak vidime

porovnani retence pfi dvou rliznych mobilnich fazich.

30

201 = 08510
s =0.149

004 001

Acetone (In k)

BEH HILIC (In k)

20 10 00 10 20 ! 20 4‘0 o‘n 1’0 ,’-n J‘D
BEH Amide (In k) Acetonitrile (In k)

Obrdzek 10: Porovndni selektivity (52) mezi BEH Obrdzek 11: Porovndni vlivu acetonu a ACN na
HILIC a BEH AMIDE staciondrni fdazi. Pro sestrojeni retenci. Pro sestrojeni krivky byly pouZity In k data pri
krivky byly pouZity In k data pri pH 3 a 9 [10]. pH3a9[10].

3.9. Vlastnosti pouzitych analytu

Pro studium HILIC mechanismu v této diplomové praci bylo vybrano 15 latek.
Jednalo se prevainé o malé polarni molekuly. Zastoupeny byly latky kyselé, bazické
i neutralni. Nasleduje struény popis latek. Prehled latek, trividlni a chemicky nazev,

pKa, log P a jejich molekulovou hmotnost uvadi tabulka 1.

Adenosin je nukleosid sloZeny z purinové bdaze adeninu a cukru ribdzy. Je
pfitomny v kazdé burice lidského téla a v organismu vznikd pfi postupném rozkladu
ATP pfi zvySené potfebé energie. Exogenné podavany adenosin se pouziva jako

antiarytmikum zejména pfi IéCbé nékterych supraventrikularnich tachykardii [40][41].

Atenolol a metoprolol jsou kardioselektivni betablokatory uZivané jako
antihypertenziva, dale v |écbé ICHS (angina pectoris, prevence infarktu myokardu)

a u poruch srdec¢niho rytmu [40].
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Kyselina gentisova a 3,5-dihydroxybenzoova (kyselina resorcylova) jsou latky
chemicky blizké kyseliné salicylové. Sodna sal kyseliny gentisové se pouZivd jako

analgetikum, antypyretikum a antirevmatikum [40].

Farnesol je seskviterpenicky alkohol ptitomny v silicich kvétl jasminovych,

pomerancovych a lipovych [40].

Hydroxytyrosol a Tyrosol jsou fenolické latky obsazené v olivovém oleji. Obé

l[atky jsou vyznamnymi oxidanty [42].

Kreatinin je latka vznikajici ve svalech z kreatinu. Jeji koncentrace v krvi odrazi
funkci ledvin a vySetreni jeji clearence se pouZiva pro stanoveni glomerularni filtrace

[40].

Nikotinamid je amid kyseliny nikotinové, ktera je vitaminem B3 (téZ oznacovana
jako niacin nebo vitamin PP). Niacin je soucdsti rady enzym(. Ve vyssich ddvkach se

pouziva jako lék k rozsifovani cév a ke snizovani hladiny cholesterolu v krvi [40][41].

Paracetamol (téZ acetaminofen) je derivatem fenacetinu. Vyuziva se jako

analgetikum a antipyretikum [40].

Kyselina salicylova a p-hydroxybenzoova jsou fenolické izomerni latky. Kyselina
salicylovd je vychozi latkou nejbéinéjsiho antipyretika kyseliny acetylaslicylové.
V koZnim |ékarstvi se vyuziva jejiho keratoplastického a keratolytického ucinku. Estery
p-hydroxybenzoové kyseliny (parabeny) se vyuzivaji jako protiplisiové konzervacni
latky pro potravinarstvi a farmacii. K nejbéznéjsSim patfi methylparaben, ethylparaben

a propylparaben [40][41].

Sikimova kyselina je charakteristickym meziproduktem biosyntézy mnohych

aromatickych latek, zejména aminokyselin fenylalaninu a tyrosinu. [40]

Uracil je heterocyklickd sloucenina odvozend od pyrimidinu. Vyskytuje se
v ribonukleové kyseliné. Vyznamny je jeho derivat fluorouracil pouzivany jako
cytostatikum k terapii kolorektalniho karcinomu, také pfi karcinomu prsu a jinych
zhoubnych nadorech [40][41].
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molekulova

isIni na hemicky na log P K
trivialni nazev chemicky nazev og pKa hmotnost
. 9-(B-D-ribofuranosyl)-9H-purin-6- 13,11+0,70
- +
adenosin amin 0,755+0,553 13.110,70 267,24
2.-{4-[(2RS)-2-'hydroxy-3- 13,88 0,70
atenolol (isopropylamino)propoxylfenyl}aceta |0,335+0,279 266,34
. 9,43 +£0,10
mid
dihydroxybenzoova | , o i . benzoova kyselina 0,8080,238 [3,960,10 | 154,12
kyselina
2E,6E)-3,7,11-trimethyld ka-
farnesol (2E,6E)-3,7,11-trimethyldodeka 4,828£0,309 |14,69+0,10 |222,37
2,6,10-trien-1-ol
gentisova kyselina 2,5-dihydroxybenzoova kyselina 1,396+0,259 |3,01+0,10 154,12
hydroxytyrosol 3,4-dihydroxyfenylethanol 0,115+0,217 |9,7240,10 154,16
kreatinin 2-amino-1,5-dihydro-1-methyl-aH- | 4 07,6 450 [6,894020 | 113,12
imidazol-4-on
(RS)-1-(isopropylamino)-3-[4-(2- 13,8940,20
+
S ] methoxyethyl)fenoxy]propan-2-ol 1,632£0,263 9,43 +0,10 267,36
o s . " . 14,83 £+ 0,50
-3- +
nikotinamid pyridin-3-karboxamid 2,12441,413 3544011 122,13
. 9,86 +£0,13
-(4- +
paracetamol N-(4-hydroxyfenyl)acetamid 0,475+0,210 172 0.50 151,16
p-hydroxybenzoova . .
X kyselina 4-hydroxybenzoova 1,401+0,221 |4,57+0,10 138,12
kyselina
saliyclova kyselina kyselina 2-hydroxybenzoova 2,011+0,247 |3,01+0,10 138,12
_— . . kyselina
- + +
Sikimova kyselina trihydroxycyklohexenkarboxylova 2,22010,399 |4,48+0,70 174,15
tyrosol 4-(2-hydroxyethyl)fenol 0,851+0,204 |10,17+0,13 138,16
. L . 8,95+0,10
- - - +
uracil pyrimidin-2,4(1H,3H)-dion 1,03740,212 4,1940,20 112,09

Tabulka 2: Vlastnosti jednotlivych analytd.
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4. Experimentalni cast

4.1. Pouzité chemikalie

Standardy:

e Adenosin 99 % (SIGMA-ALDRICH, CR)

e Atenolol 99 % (SIGMA-ALDRICH, CR)

e Dihydroxybenzoova kyselina > 99 % (SIGMA-ALDRICH, CR)
e Farnesol (smés izomertl) 95 % (SIGMA-ALDRICH, CR)

e Gentisova kyselina 98 % (SIGMA-ALDRICH, CR)

e Hydroxytyrosol 99 % (SIGMA-ALDRICH, CR)

e Kreatinin (Cistota neni definovéna) (SIGMA-ALDRICH, CR)
e Metoprolol 99 % (SIGMA-ALDRICH, CR)

e Nikotinamid 99,5 % (SIGMA-ALDRICH, CR)

e Paracetamol 99,0 % (SIGMA-ALDRICH, CR)

e p-OH-Benzoova kyselina 99 % (SIGMA-ALDRICH, CR)

e Salicylova kyselina > 99 % (SIGMA-ALDRICH, CR)

e Sikimova kyselina 98 % (SIGMA-ALDRICH, CR)

e Tyrosol >99,5 % (SIGMA-ALDRICH, CR)

e Uracil 299 % (SIGMA-ALDRICH, CR)

Chemikalie:

e Acetonitril Chromasolv for HPLC gradient grade (SIGMA-ALDRICH, CR)
e Hydroxid amonny 25 % (SIGMA-ALDRICH, CR)

e Kyselina octova koncentrovana 99 % (SIGMA-ALDRICH, CR)

e Kyselina mravendi koncentrovand 99 % (SIGMA-ALDRICH, CR)

e Methanol Chromasolv for HPLC (SIGMA-ALDRICH, CR)

e Octan amonny 99 % (SIGMA-ALDRICH, CR)

e Ultracista voda Millipore MilliORG (Millipore Corp., USA)
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4.2. Pristrojové vybaveni

e ACQUITY Ultra Performance LC sloZeny z:
o ACQ-binary solvent manager (¢erpadlo)
o ACQ-sample manager (autosampler)
o ACQ-column manager (kolonovy termostat)
o ACQ-PDA detektor (detektor s diodovym polem)
e Analytické vahy Sartorius 2004 MP, SARTOURIUS, Némecko
e Vakuova pumpa a filtracni zafizeni Millipore (Millipore Corp., USA)
e Automatické pipety se $pi¢kami Biohit (FISHER SCIENTIFIC, CR)
e Laboratorni pH metr Hanna (FISHER SCIENTIFIC, CR)

4.3. Pouzité kolony

e Kolona ACQUITY UPLC BEH AMIDE (2,1 x 100 mm, 1,7 um) (Waters, CR)

e Kolona ACQUITY UPLC BEH HILIC (2,1 x 100 mm, 1,7 um) (Waters, CR)

e Kolona Ascentis Express HILIC (2,1 x 100 mm, 2,7 um) (SIGMA-ALDRICH,
CR)

4.4. Priprava zasobnich roztoku

Zasobni roztoky byly ptipravovany rozpusténim pfiblizné 5 mg latky v5 ml
smési acetonitrilu a vody (50 : 50). Roztoky byly uchovavany v ledniéce pfi teploté 4 °C.
Roztoky kreatininu a farnesolu vykazovaly nestabilitu a proto byly pripravovany

opakované Cerstvé.

4.5. Pfiprava pracovnich roztoku

Pracovni roztoky byly pfipravovany dle potieby fedénim roztokd zdsobnich.
Roztoky byly pfipravovany v koncentracich 10” mol/I (s vyjimkou roztoku atenololu

a metoprololu, které byly pfipravovany v koncentraci 5 x 10™) dle tabulky 3.
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koncentrace lstky 107 koncentrace lstky 5 x 10

smés acetonitrilu | 10 pl zasobniho roztoku + 495 ul ACN + | 50 pl zasobniho roztoku + 475 pl ACN +
a vody (50 : 50) 495 ul vody 475 ul vody

smés acetonitrilu | 10 pl zasobniho roztoku + 695 pul ACN + | 50 pl zasobniho roztoku + 675 ul ACN +
avody (70 : 30) 295 ul vody 275 ul vody

smés acetonitrilu | 10 pl zasobniho roztoku + 895 ul ACN + | 50 pl zasobniho roztoku + 875 ul ACN +
avody (90 : 10) 95 ul vody 75 ul vody

Tabulka 3: PFiprava pracovnich roztoku.

RGzné redéni bylo zvoleno proto, aby rozpoustédlo vzorku bylo svym sloZzenim

co nejpodobnéjsi mobilni fazi (viz. teoreticka ¢ast).

4.6. Priprava vodnych slozek mobilnich fazi

e 0,1 % roztok kyseliny octové byl pfipravovan napipetovanim 200 ul
koncentrované kyseliny octové do vody v 200 ml odmérné barice a naslednym
doplnénim vodou po rysku.

e 0,5 % roztok kyseliny octové byl pfipravovan napipetovanim 1 ml
koncentrované kyseliny octové do vody v 200 ml odmérné barce a naslednym
doplInénim vodou po rysku.

e 50 mM roztok octanu amonného o pH = 3,8 byl pfipravovan napipetovanim
713 ul koncentrované kyseliny octové do kadinky obsahujici pfiblizné 200 ml
vody. Za stdlého michani byl pipetou po kapkach pridavan vodny roztok
amoniaku, dokud nebylo dosazeno pH = 3,8. Nasledné byl roztok kvantitativné
preveden do 250 ml odmérné barky a doplnén vodou po rysku.

e 0,5 mM roztok octanu amonného o pH = 4,8 byl pfipravovan napipetovanim
7,13 ul koncentrované kyseliny octové do kadinky obsahujici pfiblizné 200 ml
vody. Za stdlého michani byl pipetou po kapkach pfidavan vodny roztok
amoniaku, dokud nebylo dosazeno pH = 4,8. Nasledné byl roztok kvantitativné
preveden do 250 ml odmérné bariky a doplnén vodou po rysku.

e 5 mM roztok octanu amonného o pH = 4,8 byl pfipravovan napipetovanim

71,3 ul koncentrované kyseliny octové do kadinky obsahuijici pfiblizné 200 ml
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vody. Za stdlého michani byl pipetou po kapkach priddvan vodny roztok
amoniaku, dokud nebylo dosaZzeno pH = 4,8. Nasledné byl roztok kvantitativné
preveden do 250 ml odmérné barky a doplnén vodou po rysku.

50 mM roztok octanu amonného o pH = 4,8 byl pfipravovan napipetovanim
713 pl koncentrované kyseliny octové do kadinky obsahuijici pfiblizné 200 ml
vody. Za stdlého michani byl pipetou po kapkdch priddvan vodny roztok
amoniaku, dokud nebylo dosazeno pH = 4,8. Nasledné byl roztok kvantitativné
preveden do 250 ml odmérné banky a doplnén vodou po rysku.

50 mM roztok mravenéanu amonného o pH = 4,8 byl pfipravovdn
napipetovanim 471,62 pul koncentrované kyseliny mravencéi do kadinky
obsahujici priblizné 200 ml vody. Za stalého michani byl pipetou po kapkach
pfidavan vodny roztok amoniaku, dokud nebylo dosazeno pH = 4,8. Nasledné
byl roztok kvantitativné pfeveden do 250 ml odmérné barky a doplnén vodou
po rysku.

200 mM roztok octanu amonného o pH = 4,8 byl pfipravovan napipetovanim
2,852 ml koncentrované kyseliny octové do kadinky obsahujici pfiblizné 200 ml
vody. Za stdlého michani byl pipetou po kapkach pfidavan vodny roztok
amoniaku, dokud nebylo dosazeno pH = 4,8. Nasledné byl roztok kvantitativné
preveden do 250 ml odmérné barky a doplnén vodou po rysku.

50 mM roztok octanu amonného o pH = 5,8 byl pfipravovdn napipetovanim
713 ul koncentrované kyseliny octové do kadinky obsahujici pfiblizné 200 ml
vody. Za stdlého michani byl pipetou po kapkdch pridavan vodny roztok
amoniaku, dokud nebylo dosazeno pH = 5,8. Nasledné byl roztok kvantitativné
preveden do 250 ml odmérné barky a doplnén vodou po rysku.

50 mM roztok octanu amonného o pH = 6,8 byl pfipravovan rozpusténim
0,1927 g Cistého octanu amonného ve vodé v 250 ml odmérné barice a doplnén
vodou po rysku. V pfipadé potreby bylo pH upraveno roztokem amoniaku nebo
kyselinou octovou.

50 mM roztok octanu amonného o pH = 7,8 byl pripravovan napipetovanim
1927 pl vodného roztoku amoniaku do kadinky obsahujici pfiblizné 200 ml

vody. Za stdlého michani byl pipetou po kapkach pfidavan vodny roztok
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kyseliny octové, dokud nebylo dosazeno pH = 7,8. Nasledné byl roztok
kvantitativné preveden do 250 ml odmérné barnky a doplnén vodou po rysku.

e 50 mM roztok octanu amonného o pH = 8,8 byl pfipravovan napipetovanim
1927 ul vodného roztoku amoniaku do kadinky obsahujici pfiblizné 200 ml
vody. Za stdlého michani byl pipetou po kapkdch pfidavan vodny roztok
kyseliny octové, dokud nebylo dosazeno pH = 8,8. Nasledné byl roztok
kvantitativné pfeveden do 250 ml odmérné bariky a doplnén vodou po rysku.

e 50 mM roztok octanu amonného o pH = 9,8 byl pfipravovan napipetovanim
1927 ul vodného roztoku amoniaku do kadinky obsahujici pfiblizné 200 ml
vody. Za stdlého michani byl pipetou po kapkich pridavan vodny roztok
kyseliny octové, dokud nebylo dosazeno pH = 9,8. Nasledné byl roztok

kvantitativné preveden do 250 ml odmérné barnky a doplnén vodou po rysku.

4.7. Vlastni méreni

Méreni probihalo za isokratické eluce. Teplota kolony byla 30 °C. Pratok byl
nastaven na 0,4 ml/min. Teplota autosampleru byla 4 °C. Nasttik byl 1-2 pl. Detekce

byla provadéna pomoci PDA detektoru pfi vinové délce 254 nm.

4.8. Schéma experimentu

Kolona Ascentis Express HILIC

e testované analyty:
o adenosin, atenolol, farnesol, hydroxytyrosol, kreatinin,
metoprolol, nikotinamid, paracetamol, p-hydroxybenzoova
kyselina, salicylova kyselina, tyrosol, uracil

e mobilni faze:

voda

0,1 % AcAc

0,5 % AcAc

50 mM AmAc pH =3,8
0,5 mM AmAc pH =4,8
5 mM AmAc pH =4,8

0O O O O O
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0O O O O O O

50 mM AmAc pH =4,8
200 mM AmAc pH =4,8
50 mM AmF pH =4,8
50 mM AmAc pH =5,8
50 mM AmAc pH =6,8
50 mM AmAcpH=7,8

Kolona ACQUITY UPLC BEH HILIC

e testované analyty:

©)

adenosin, atenolol, dihydroxybenzoova

gentisova  kyselina,

kreatinin,

metoprolol,

kyselina, farnesol,

nikotinamid,

paracetamol, p-hydroxybenzoovd kyselina, salicylova kyselina,

Sikimova kyselina, tyrosol, uracil

e mobilni faze:

0O O O 0O O 0O o 0O 0 o o

voda

0,1 % AcAc

0,5 % AcAc

50 mM AmAc pH =3,8
0,5 mM AmAc pH =4,8
5mM AmAc pH =4,8
50 mM AmAc pH =4,8
200 mM AmAc pH =4,8
50 mM AmF pH =4,8
50 mM AmAc pH =5,8
50 mM AmAc pH =6,8
50 mM AmAcpH=7,8

Kolona ACQUITY UPLC BEH AMIDE

e testované analyty:

o

adenosin, atenolol, dihydroxybenzoova

gentisova  kyselina,

kreatinin,

metoprolol,

kyselina, farnesol,

nikotinamid,

paracetamol, p-hydroxybenzoova kyselina, salicylova kyselina,

Sikimova kyselina, tyrosol, uracil

e mobilni faze:

o

o

o

voda
0,1 % AcAc
0,5 % AcAc
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0O O O 0O O 0O o 0O 0 o o

50 mM AmAc pH =3,8
0,5 mM AmAc pH =4,8
5mM AmAc pH =4,8
50 mM AmAc pH =4,8
200 mM AmAc pH =4,8
50 mM AmF pH =4,8
50 mM AmAc pH =5,8
50 mM AmAc pH =6,8
50 mM AmAcpH=7,8
50 mM AmAc pH =8,8
50 mM AmAc pH =9,8
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5. Vysledky a diskuse

5.1. Vyhodnoceni selektivity

K porovnani selektivity byly sestrojeny krivky zavislosti kapacitniho faktoru
kazdé slouceniny na dvou rGznych kolonach. Selektivita byla porovnavana pti pH = 3,8

a pH = 6,8 a pfi koncentraci vodné slozky 10 % a 15 %.
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Latka k1 kz
Ascentis Express HILIC ACQUITY UPLC BEH HILIC

Adenosin 0,80
Atenolol 5,49 2,59
Metoprolol 3,35 1,69
Kreatinin 1,84 0,95
Salicylova kys. -0,09 0,20
Nikotinamid 0,45 0,32
Uracil 0,29 0,20
p-OH-benzoova kys. 0,10 0,03
Paracetamol 0,11 0,09

Farnesol -0,02
Tyrosol 0,08 0,06

Tabulka 4: Kapacitni faktory jednotlivych slou¢enin pfi pH = 3,8 a koncentraci vodné slozky 15 %
(Kolona Ascentis Express HILIC a ACQUITY UPLC BEH HILIC)

w

R?=0,9927 4

/ $’= 0,073

No
(4]

N

[REY
N
g

k, Ascentis Express HILIC
[REY

0,5 /
w
0
-1,00 0,00 1,00 2,00 3,00 4,00 5,00 6,00
k2 ACQUITY UPLC BEH HILIC

Obrdzek 12: Porovndni selektivity kolony Ascentis Express HILIC a ACQUITY UPLC BEH
HILIC pri pH = 3,8 a koncentraci vodné sloZky 15 %.

U kolon Ascentis Express HILIC a ACQUITY UPLC BEH HILIC byla selektivita pfi
pH = 3,8 a koncentraci vodné slozky 15 % srovnatelna. Hodnota s?= 0,073 (Obr. 12) se
bliZila nule.
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Latka k1 kz
Ascentis Express HILIC ACQUITY UPLC BEH HILIC
Adenosin 0,93 0,62
Atenolol 5,93 2,56
Metoprolol 2,35 1,34
Kreatinin 1,85 0,95
Salicylova kys. 0,01 -0,05
Nikotinamid 0,44 0,32
Uracil 0,38 0,07
p-OH-benzoova kys. 0,67 0,41
Paracetamol 0,13

Farnesol -0,02 -0,01
Tyrosol 0 0,07

Tabulka 5: Kapacitni faktory jednotlivych sloucenin p¥i pH = 6,8 a koncentraci vodné slozky 15 %.
(Kolona Ascentis Express HILIC a ACQUITY UPLC BEH HILIC)

3,00
2 _
e R?=0,975
9
=' 200
e §°=0,025
(7]
S 1,50
X 2
2 —1,00
- /
2 ®
<
xﬁ
-1,00 2,00 3,00 400 500 600 7,00
k, ACQUITY UPLC BEH HILIC

Obrdzek 13: Porovnadni selektivity kolony Ascentis Express HILIC a ACQUITY UPLC BEH
HILIC pri pH = 6,8 a koncentraci vodné slozky 15 %.

U kolon Ascentis Express HILIC a ACQUITY UPLC BEH HILIC byla selektivita pfi
pH = 6,8 a koncentraci vodné slozky 15 % srovnatelna. Hodnota s® = 0,025 (Obr. 13) se

blizila nule.
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Latka k1 kz
Ascentis Express HILIC ACQUITY UPLC BEH HILIC

Adenosin 1,35
Atenolol 6,23 7,25
Metoprolol 9,01 4,18
Kreatinin 3,63 1,75

Salicylova kys. -0,07
Nikotinamid 0,62 0,42
Uracil 0,36 0,24
p-OH-benzoova kys. 0,21 0,25
Paracetamol 0,14 0,1

Farnesol -0,01
Tyrosol 0,09 0,07

Tabulka 6: Kapacitni faktory jednotlivych sloucenin p¥i pH = 3,8 a koncentraci vodné slozky 10 %.
(Kolona Ascentis Express HILIC a ACQUITY UPLC BEH HILIC)

o]

N

o))
v)
N

<

(€2}

.S

w

N
®

k, Ascentis Express HILIC

H

=

-2,00 0,00 2,00 4,00 6,00 8,00 10,00
k, ACQUITY UPLC BEH HILIC

D

Obrdzek 14: Porovndni selektivity kolony Ascentis Express HILIC a ACQUITY UPLC BEH
HILIC pri pH = 3,8 a koncentraci vodné slozky 10 %.

U kolon Ascentis Express HILIC a ACQUITY UPLC BEH HILIC byla selektivita pfi
pH = 3,8 a koncentraci vodné slozky 10 % podobnd pro vétSinu latek kromé
metoprololu, atenololu a kreatininu. Hodnota s* = 0,2771 (Obr. 14) byla vy$si ne?
hodnota s p¥i koncentraci vodné slozky 15 % (Obr. 12). Atenolol (na obr. 14 znazornén
zelenym bodem) byl zadrZzovan vice na koloné ACQUITY UPLC BEH HILIC (Tab. 6).
Metoprolol (na obr. 14 znazornén cervenym bodem) a kreatinin (na obr. 14 znazornén
modrym bodem) byly zadrZzovdany vice na koloné Ascentis Express HILIC (Tab. 6).
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Latka k1 kz
Ascentis Express HILIC ACQUITY UPLC BEH HILIC

Adenosin 1,1 1
Atenolol 6,01 6,14
Metoprolol 5,41 2,85
Kreatinin 3,44 1,72
Salicylova kys. 0,05 -0,06
Nikotinamid 0,57 0,41
Uracil 0,45 0,05
p-OH-benzoova kys. 1,47 0,84

Paracetamol 0,15

Farnesol -0,01 -0,01
Tyrosol 0,01 0,07

Tabulka 7: Kapacitni faktory jednotlivych sloucenin pfi pH = 6,8 a koncentraci vodné slozky 10 %.
(Kolona Ascentis Express HILIC a ACQUITY UPLC BEH HILIC)

7,00
6,00 ,
’ $?=0,1456
(&)
S 5,00
T R? = 0,8544
a 400
E 4,00
Q.
X —3,00 -
2
-
[=
g
<
xﬁ
1,00, 000 1,00 200 300 400 500 600 7,00
o k, ACQUITY UPLC BEH HILIC

Obrdzek 15: Porovnadni selektivity kolony Ascentis Express HILIC a ACQUITY UPLC BEH
HILIC pri pH = 6,8 a koncentraci vodné slozky 10 %.

U kolon Ascentis Express HILIC a ACQUITY UPLC BEH HILIC byla selektivita pfi
pH = 6,8 a koncentraci vodné slozky 10 % podobna. Hodnota s°=0,1456 (Obr. 15) byla
vy3$i nez hodnota s” p¥i koncentraci vodné slozky 15% (Obr. 13). Metoprolol (na obr.
15 znazornén cervenym bodem) a kreatinin (na obr. 15 zndazornén modrym bodem)
byly zadrzovany vice na koloné Ascentis Express HILIC (Tab. 7). Atenolol (na obr. 15

znazornén zelenym bodem) byl na obou kolondch nejvice zadrzovanou latkou (Tab. 7).
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Latka k1 kz
ACQUITY UPLC BEH HILIC ACQUITY UPLC BEH AMIDE

Adenosin 1,5
Atenolol 2,59 2,43
Metoprolol 1,69 0,98
Kreatinin 0,95 1,52
Salicylova kys. 0,2 0,14
Nikotinamid 0,32 0,52
Uracil 0,2 0,73
p-OH-benzoova kys. 0,03 0,33

Paracetamol 0,09 0,2
Farnesol -0,01
Tyrosol 0,06 0,15

Tabulka 8: Kapacitni faktory jednotlivych sloucenin p¥i pH = 3,8 a koncentraci vodné slozky 15 %.
(Kolona ACQUITY UPLC BEH AMIDE a ACQUITY UPLC BEH HILIC)

3,00

2,50

R*=0,817
2,00

$*=0,183

1,50 L g

1,00 4
L 4

0,50

0,00 e

0 0,5 1 1,5 2 2,5 3
k2 ACQUITY UHPLC BEH AMIDE

k1 ACQUITY UPLC BEH HILIC

-0,50

Obradzek 16: Porovndni selektivity kolony ACQUITY UPLC BEH AMIDE a ACQUITY UHLC
BEH HILIC pri pH = 3,8 a koncentraci vodné sloZky 15 %.

U kolon ACQUITY UPLC BEH AMIDE a ACQUITY UPLC BEH HILIC byla selektivita
pfi pH = 3,8 a koncentraci vodné slozky 15 % odlisSna. Atenolol (na obr. 16 znazornén
zelenym bodem) byl na obou kolonach nejvice zadrzovanou latkou (Tab. 8). Metoprolol
(na obr. 16 znazornén cervenym bodem) byl vice zadrzovan na koloné ACQUITY UPLC
BEH HILIC (Tab. 8). Kreatinin (na obr. 16 znazornén modrym bodem) byl vice zadrzovéan

na koloné ACQUITY UPLC BEH AMIDE (Tab. 8).
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Latka ky ka
ACQUITY UPLC BEH HILIC ACQUITY UPLC BEH AMIDE
Adenosin 0,62 1,56
Atenolol 2,56 2,08
Metoprolol 1,34 0,64
Kreatinin 0,95 1,64
Salicylova kys. -0,05 0,27
Nikotinamid 0,32 0,52
Uracil 0,07 0,77
p-OH-benzoova kys. 0,41 1,57
Paracetamol 0,2
Farnesol -0,01 -0,02
Tyrosol 0,07 0,15
Dihydroxybenzoova kys. 0,33 0,55
Sikimova kyselina 2,28

Gentisova kyselina 0,16 0,58

Tabulka 9: Kapacitni faktory jednotlivych sloucenin p¥i pH = 6,8 a koncentraci vodné slozky 15 %.
(Kolona ACQUITY UPLC BEH AMIDE a ACQUITY UPLC BEH HILIC)

2,50
2 $’=0,5

O 200 R0 777
E 7
T
51,50 e ¢
[=a]
8]
—
[-% 100
=) 1;00
= * Py
8. —0,50 %
2 (PR
X' -
-0,50 0,00 0,50 1,00 1,50 2,00 2,50 3,00

falidal

’ k2 ACQUITY UPLC BEH AMIDE

Obrazek 17: Porovnani selektivity kolony ACQUITY UPLC BEH AMIDE a ACQUITY UHPLC
BEH HILIC pri pH = 6,8 a koncentraci vodné slozky 15 %.

Selektivita kolon ACQUITY UPLC BEH HILIC a ACQUITY UPLC BEH AMIDE se pri
pH = 6,8 a koncentraci vodné slozky 15 % vyrazné ligila (s* = 0,5; obr. 17) vyraznéji nez
pfi pH = 3,8 (obr. 16). Zadrzovany byly i kyseliny dihydroxybenzoova, Sikimova a
gentisova, které pfi pH = 3,8 zadrZovany nebyly nebo jejich piky byly pfilis rozmyté.
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Latka k1 kz
ACQUITY UPLC BEH HILIC ACQUITY UPLC BEH AMIDE

Adenosin 2,45
Atenolol 7,25 6,19
Metoprolol 4,18 2,15
Kreatinin 1,75 2,41
Salicylova kys. 0,14
Nikotinamid 0,42 0,62
Uracil 0,24 0,95
p-OH-benzoova kys. 0,25 0,58
Paracetamol 0,1 0,23
Farnesol -0,02
Tyrosol 0,07 0,16

Tabulka 10: Kapacitni faktory jednotlivych sloucenin pfi pH = 3,8 a koncentraci vodné slozky 10 %.
(Kolona ACQUITY UPLC BEH AMIDE a ACQUITY UPLC BEH HILIC)

7,00

6,00 L 2
R?=0,9028

5,00

4,00 $2=0,0972
3,00

2,00 L J

1,00

k1 ACQUITY UPLC BEH HILIC

0,00

2 4 6 8

-1,00
k2 ACQUITY UPLC BEH AMIDE

Obrdzek 18: Porovndni selektivity kolony ACQUITY UPLC BEH AMIDE a ACQUITY UPLC
BEH HILIC pri pH = 3,8 a koncentraci vodné slozky 10 %.

Selektivita kolon ACQUITY UPLC BEH AMIDE a ACQUITY UPLC BEH HILIC byla pfi
pH = 3,8 a koncentraci vodné slozky 10 % podobnd (s> = 0,0972; obr. 18). Kreatinin (na
obr. 18 znazornén zelenym bodem) byl vice zadrzovan na koloné ACQUITY UPLC BEH
AMIDE (Tab. 10). Atenolol (na obr. 18 zndzornén zelenym bodem) a metoprolol (na
obr. 18 znazornén cervenym bodem) byly vice zadrZzovany na koloné ACQUITY UPLC

BEH HILIC (Tab. 10).
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Latka ky ka
ACQUITY UPLC BEH HILIC ACQUITY UPLC BEH AMIDE

Adenosin 1 2,55
Atenolol 6,14 4,67
Metoprolol 2,85 1,31
Kreatinin 1,72 2,61
Salicylova kys. -0,06 0,33
Nikotinamid 0,41 0,62

Uracil 0,05 1
p-OH-benzoova kys. 0,84 2,63
Paracetamol 0,24
Farnesol -0,01 -0,01
Tyrosol 0,07 0,17
Dihydroxybenzoova kys. 0,46 0,83

Sikimova kyselina 6,52

Gentisova kyselina 0,24 0,98

Tabulka 11: Kapacitni faktory jednotlivych sloucenin pfi pH = 6,8 a koncentraci vodné slozky 10 %.
(Kolona ACQUITY UPLC BEH AMIDE a ACQUITY UPLC BEH HILIC)

6,00
2 -

o 00 R? = 0,6791 $°=0,3209
= ’ /
I
T 4-00
w 7
o
(®]
—
o
I
o]
>
=
=) L 2
(o}
(@)
<
x\-!
-2,00 0,00 2,00 4,00 6,00 8,00

100

’ k2 ACQUITY UPLC BEH AMIDE

Obradzek 19: Porovndni selektivity kolony ACQUITY UPLC BEH AMIDE a ACQUITY UHPLC
BEH HILIC pri pH = 6,8 a koncentraci vodné slozky 10 %.

Selektivita kolon ACQUITY UPLC BEH HILIC a ACQUITY UPLC BEH AMIDE se pfi
pH = 6,8 a koncentraci vodné slozky 10 % ligila (s* = 0,3209; obr.19) mnohem vyrazn&ji
nez pti pH = 3,8 (Obr. 18). Zadrzovany byly i kyseliny dihydroxybenzoova, sSikimova a
gentisova, které pfi pH = 3,8 zadrZovany nebyly nebo jejich piky byly pfilis rozmyté.
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Latka k k
Ascentis Express HILIC pH = 3,8 | Ascentis Express HILIC pH = 6,8

Adenosin 0,80 0,93
Atenolol 5,49 5,93
Metoprolol 3,35 2,35
Kreatinin 1,84 1,85
Salicylova kys. -0,09 0,01
Nikotinamid 0,45 0,44
Uracil 0,29 0,38
p-OH-benzoova kys. 0,10 0,67
Paracetamol 0,11 0,13
Farnesol -0,02 -0,02
Tyrosol 0,08 0,00

Tabulka 12: Kapacitni faktory kolony Ascentis Express HILIC p¥i pH = 3,8 a p¥i pH = 6,8 pfi koncentraci
vodné slozky 15 %.

3,8
N
D
D

O, 00 ‘
R?=0,9516

$*=0,0484

o

1,00 2,00 3,00 4,00 5,00 6,00
k' Ascentis Express HILIC pH = 6,8

k' Ascentis Express HILIC pH
L 2

N
o
o
o
o

Obrdzek 20: Porovndni selektivity kolony Ascentis Express HILIC pfi pH = 3,8 a pH = 6,8
pfi koncentraci vodné slozky 15 %.

Selektivita kolony Ascentis Express HILIC byla srovnatelna pfi pH = 3,8 a 6,8.
Hodnota s® = 0,048 (Obr. 20) se bliZila nule. Atenolol (na obr. 20 znazornén zelenym
bodem) byl zadrZzovdn o néco vice pti pH = 6,8 (Tab. 12). Metoprolol (na obr. 20
znazornén cervenym bodem) byl zadrzovan vice pfi pH = 3,8 (Tab. 12). Hodnota pH

tedy neméla vyrazny vliv na selektivitu kromé metoprololu a atenololu.
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i ACQUITY UPI:.C BEH HILIC ACQUITY UP':.C BEH HILIC
pH=3,8 pH=6,8
Adenosin 0,62
Atenolol 2,59 2,56
Metoprolol 1,69 1,34
Kreatinin 0,95 0,95
Salicylova kys. 0,20 -0,05
Nikotinamid 0,32 0,32
Uracil 0,20 0,07
p-OH-benzoova kys. 0,03 0,41
Paracetamol 0,09

Farnesol -0,01
Tyrosol 0,06 0,07

Tabulka 13: Kapacitni faktory kolony ACQUITY UPLC BEH HILIC pfi pH = 3,8 a pfi pH = 6,8 pfi
koncentraci vodné slozky 15 %.

3,00

3,8

PN
2,50 R?=0,9465

2,00
$*=0,0535

1,50
1,00 /
0,50 "y

0,00

0 0,5 1 1,5 2 2,5 3

k' ACQUITY UPLC BEH HILIC pH

-0,50
k' ACQUITY UPLC BEH HILIC pH = 6,8

Obradzek 21: Porovndni selektivity kolony ACQUITY UPLC BEH HILIC pfi pH = 3,8 a
pH = 6,8 pri koncentraci vodné slozky 15 %.

Selektivita kolony ACQUITY UPLC BEH HILIC byla pfi pH = 3,8 a pH = 6,8
srovnatelnd. Hodnota s®> = 0,0535 (Obr. 21) se blizila nule. Hodnota pH tedy neméla

vyrazny vliv na selektivitu.
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k k
Lika ACQUITY UPLC BEH AMIDE ACQUITY UPLC BEH AMIDE
pH=3,8 pH=6,8

Adenosin 1,50 1,56
Atenolol 2,43 2,08
Metoprolol 0,98 0,64
Kreatinin 1,52 1,64
Salicylova kys. 0,14 0,27
Nikotinamid 0,52 0,52
Uracil 0,73 0,77
p-OH-benzoova kys. 0,33 1,57
Paracetamol 0,20 0,20
Farnesol -0,01 -0,02
Tyrosol 0,15 0,15

Tabulka 14: Kapacitni faktory kolony ACQUITY UPLC BEH AMIDE pfi pH = 3,8 a pfi pH = 6,8 pfi
koncentraci vodné slozky 15 %.

2.50
o R?=0,7145
[ e
I ’
o
w
=Y, Q 4 2= 0,2855
S
<
I
w 100
) 1;00
(®]
a /0
; 0,50 *
5 b3
ol
:t) —0,00¢
9,50 0,00 0,50 1,00 1,50 2,00 2,50 3,00
0,50
k' ACQUITY UPLC BEH AMIDE pH = 6,8

Obradzek 22: Porovndni selektivity kolony ACQUITY UPLC BEH AMIDE pfi pH = 3,8 a
pH = 6,8 pfi koncentraci vodné slozky 15 %.

Selektivita kolony ACQUITY UPLC BEH AMIDE byla pfi pH = 3,8 a pH = 6,8 velmi
rozdilnd (s* = 0,2855; obr. 22). Kyselina p-OH-benzoova (na obr. 22 znazornéna zlutym
bodem) byla vice zadrzovana pfi pH = 6,8 (Tab. 14). Atenolol (na obr. 22 zndzornén
zelenym bodem) byl naopak vice zadrzovan pfi pH = 3,8 (Tab. 14) podobné jako
metoprolol (na obr. 22 zndzornén ¢ervenym bodem).
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k k
i ACQUITY UPLC BEH AMIDE ACQUITY UPLC BEH AMIDE
pH=3,8 pH=9,8

Adenosin 1,50 1,37
Atenolol 2,43 16,42
Metoprolol 0,98 3,56
Kreatinin 1,52 6,00
Salicylova kys. 0,14 0,42
Nikotinamid 0,52 0,92
Uracil 0,73 0,65
p-OH-benzoova kys. 0,33 1,53
Paracetamol 0,20 0,11
Farnesol -0,01 -0,08
Tyrosol 0,15 0,08

Tabulka 15: Kapacitni faktory kolony ACQUITY UPLC BEH AMIDE p¥i pH = 3,8 a pfi pH = 9,8 pfi
koncentraci vodné slozky 15 %.

10,00
0
T 8,00 R2=0,7461
I
Q.
a8 6,00 L 4 $°=0,2539
s
< 4,00
I
i /
S 2,00
5 * € . ¢
> 0,00 7
E
3 -2,00
Q
<
x -4,00
0,00 0,50 1,00 1,50 2,00 2,50 3,00
k' ACQUITY UPLC BEH AMIDE pH=9,8

Obradzek 23: Porovndni selektivity kolony ACQUITY UPLC BEH AMIDE pfi pH = 3,8 a
pH = 9,8 pfi koncentraci vodné slozky 15 %.

Selektivita kolony ACQUITY UPLC BEH AMIDE byla pfi pH = 3,8 a pH = 9,8
rozdilna (s* = 0,2539; obr. 23). Atenolol (na obr. 23 znazornén zelenym bodem) byl
vyrazné vice zadrzovan pti pH = 9,8. Adenosin (na obr. 23 zndzornén oraniovym

bodem) byl naopak vice zadrzovan pfi pH = 3,8 (Tab. 15).
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5.2. Vyhodnoceni retence

Pro vyhodnoceni retence byly sestrojeny kfivky zavislosti lin-lin, log-lin a log-log
pfi pH=3,8 a pH=6,8 zvlast pro kyselé latky, neutrdlni latky a bazické latky na

jednotlivych kolonach.

Zavislost lin-lin vyjadfend jako k'= f(%W)se pouZivd k vyhodnoceni retence. % W

vyjadfuje objemovy podil vody v mobilni fazi.

Zavislost log-lin vyjadfena jako logk'= f(%W)indikuje pfevahu rozdélovaciho

mechanismu, pokud je jeji prabéh linearni.

Zavislost log-log vyjadiena jako logk'= f log(%W)vypovidd o adsorpcnim procesu,

pokud je jeji prabéh linearni.

Rozdil v selektivité Ize vyhodnotit pomoci zavislosti kapacitniho faktoru kazdé
slouceniny pfi dvou rdznych podminkach. Zaznamend se linedrni pribéh a pomoci
linedrni regrese se ziska korelaéni koeficient r. Rozdil selektivity s> mezi dvéma

podminkami se pak vypocita pomoci vzorce:
s?=1-r?

Pokud se hodnota s’ rovnd nule, pfi obou testovanych podminkach (stacionarni
faze, slozeni mobilni faze), nedochazi k Zzadnym zméndm selektivity. Pokud se hodnota

2 , . , .. . v
s” rovna jedné, selektivita je naopak zcela odlisna.
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b)

(Obr. 24 c) linearni, coz vypovidd o adsorpénim procesu retence. Kyselina salicylova
(log P = 2,011) byla na této koloné velmi Spatné zadrZovana, jeji retenéni ¢as byl mensi

nez mrtvy objem. Nejvice zadrZovanou

5.2.1. Kyselé latky - Ascentis HILIC Express (pH = 3,8)

1 -
—&— Paracetamol
0,8 -
—— p-OH-benzoova
0,6 - kyselina
—a&— Salicylova kyselina
x 04 -
0,2 -
0 - —% |
h— —h— —A
-0,2 T T T T T T T 1
0 0,05 0,1 0,15 0,2 0,25 0,3 0,35 0,4
)
O -
—&— Paracetamol
0,5 1 —#— p-OH-benzoova
v kyselina
oo -1 -
o N
41,5 -
—@
_2 T T T T T T T 1
0 0,05 0,1 0,15 0,2 0,25 0,3 0,35 0,4
¢
0 -
—o— Paracetamol
0,5 - ——p-OH-benzoova
kyselina
k>
o -1 -
o
41,5 -
_2 T T T T 1
-1,40 -1,20 -1,00 log ¢ -0,80 -0,60 -0,40

Obrdzek 24: a)zdvislost lin-lin, b)zavislost log-lin, c)zdvislost log-log.

Pfi koncentraci vodné slozky nizsi nez 20 % byl prubéh krivky zavislosti log-log

(log P =1,401).
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5.2.1. Kyselé latky - Ascentis HILIC Express (pH = 6,8)

57 —e— Paracetamol
41 —#— p-OH-benzoova
3 - kyselina
—a&— Salicylova kyselina
x 2 A
1 .
0 .
‘10 0,05 0,1 0,15 0,2 0,25 0,3 0,35 0,4
a) ¢
1 -
0,5 - —o— Paracetamol
O -
05 - —— p-OH-benzoova kyselina
X -1 -
%0 $
L2 .15 -
_2 -
22,5 -
_3 T T T T T T T 1
0 0,05 0,1 0,15 0,2 0,25 0,3 0,35 0,4
b) ¢
1 -
0,5 - —&— Paracetamol
0 —— p-OH-benzoova kyselina
'0'5 7 p-—
- &
oo -1 A
K]
41,5 -
_2 .
2,5 -
_3 T T T T 1
C) -1,40 -1,20 -1,00 loge -0,80 -0,60 -0,40

Obrdzek 25: a)zdvislost lin-lin, b)zavislost log-lin, c)zdvislost log-log.

PFi koncentraci vodné slozky nizsi nez 20 % byl prabéh kfivky zavislosti log-lin
kyseliny p-OH-benzoové linedrni, coz indikuje prevahu rozdélovaciho mechanismu
retence (Obr. 25 b). U paracetamolu se jedna pravdépodobné o smiSeny mechanismus

retence (Obr. 25 b, c). Kyselina salicylova byla opét velmi Spatné zadrzovana.
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5.2.1. Kyselé latky — ACQUITY UPLC BEH HILIC (pH = 3,8)

0,7 - —&— Paracetamol
0,6 - —#—p-OH-benzoova kys.
05 - —a&— Salicylova kyselina
04 - ——Sikimova kyselina
0'3 | Dihydroxybenzoova kys.
x Gentisové kys.
0,2 -
01 4 \ . R ‘.A :*
O 4 ‘\;—' .
0,1 -
'0,2 T T T T T T T 1
0 0,05 0,1 0,15 0,2 0,25 0,3 0,35 0,4
a) ¢
O -
0,2 -
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0,6 -
>
& -0,8 -
— .1 |—e—Paracetamol
.12 |—®—p-OH-benzoova kyselina v ¢ —
14 _|—#&—Salicylova kyselina
116 —«—Sikimova kyselina
0 0,05 0,1 0,15 0,2 0,25 0,3 0,35 0,4
b) ¢
O -
0,2 -
-0,4 -
0,6 -
x
o -0,8 -
)
-1 1 —e—Paracetamol
-1,2 {4 —®—p-OH-benzoova kyselina M ¢
14 - —a&—Salicylova kyselina
1’6 ——Sikimové kyselina
<) -1,40 -1,20 -1,00 loge -0,80 -0,60 -0,40

Obrdzek 26: a)zdvislost lin-lin, b)zavislost log-lin, c)zdvislost log-log.

PFi koncentraci vody nizsi nez 20 % byly piky kyseliny gentisové, Sikimové a
dihydroxybenzoové pfili§ rozmyté (Obr. 26 a). U paracetamolu a kyseliny p-OH-
benzoové se jednalo pravdépodobné o smiSeny mechanismus retence (Obr. 26 b, c). U
kyseliny salicylové byla zavislost log-lin pfi koncentraci vodné slozky nizsi nez 70 %

linedrni, coz indikuje pfevahu rozdélovaciho mechanismu (Obr. 26 b).
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5.2.1. Kyselé latky — ACQUITY UPLC BEH HILIC (pH = 6,8)

8 -
7 - =¢=Paracetamol
6 —i— p-OH-benzoova kyselina
5 —a— Salicylova kyselina
——Sikimova kyselina
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2 .
1 .
0 ———
10 0,05 0,1 0,15 0,2 0,25 0,3 0,35 0,4
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0 0,05 0,1 0,15 0,2 0,25 0,3 0,35 0,4
b) k4
1 7 N
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x
& -0,5
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-1,40 -1,20 -1,00 -0,80 -0,60 -0,40
c) log ¢

Obrdzek 27: a)zavislost lin-lin, b)zavislost log-lin, c)zdvislost log-log.

Pfi pH = 6,8 byly piky paracetamolu pfi nizsi koncentraci vody nez 20 % pfilis
rozmyté (Obr. 27 a). U kyseliny diyhydroxybenzoové byl pribéh krivky zavislosti log-log
pfi koncentraci vody niz$i nez 20 % linedrni, coz vypovidd o adsorpénim procesu
retence (Obr. 27 c). Kyselina salicylova a gentisova byly velmi Spatné zadrzovany, jejich

retencni ¢asy byly nizsi nez mrtvy objem (Obr. 27 a).
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5.2.1. Kyselé latky — ACQUITY UPLC BEH AMIDE (pH = 3,8)

5 - —&— Paracetamol
—— p-OH-benzoova kyselina
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Obrdzek 28: a)zavislost lin-lin, b)zavislost log-lin, c)zdvislost log-log.
Kyselina salicylova byla na této koloné nejlépe zadriovdna ve srovnani
s predchozimi kolonami (Obr. 28 a). Prlibéh kfivky zavislosti log-lin a log-log byl pfi
koncentraci vodné slozky niz$i nez 20 % linedrni, coz vypovida o smiSeném procesu

retence (Obr. 28 b, c).
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5.2.1. Kyselé latky — ACQUITY UPLC BEH AMIDE (pH = 6,8)

8 - —&— Paracetamol
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Obrazek 29: a)zavislost lin-lin, b)zdvislost log-lin, c)zdvislost log-log.
Kyselina salicylova byla opét zadriovana |épe nez na predchozich kolonach.
Pribéh krivky zavislosti log-lin i log-log byl linearni, coZz vypovidd o smiseném
mechanismu retence (Obr. 29 b, c). U kyseliny Sikimové byly piky pti nizsich

koncentracich vodné slozky pfilis rozmyté.
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5.2.2. Neutralni latky — Ascentis Express HILIC (pH = 3,8)

16 - —ao— Kreatinin
14 - —&— Nikotinamid
12 1 Farnesol
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Obrdzek 30: a)zdvislost lin-lin, b)zavislost log-lin, c)zdvislost log-log.

Pribéh krivky zavislosti log-log byl u kreatininu, nikotinamidu a tyrosolu
linedrni, coz vypovida o adsorpénim procesu retence (Obr. 30 c). Farnesol byl velmi
Spatné zadriovan. Hodnoty jeho retencéniho ¢asu byly niz§i nez mrtvy objem, cozZ je

pravdépodobné dano vysokou hodnotou log P = 4,828.
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5.2.2. Neutralni latky — Ascentis Express HILIC (pH = 6,8)
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Obrazek 31: a)zavislost lin-lin, b)zdvislost log-lin, c)zdvislost log-log.

Prabéh krivky zavislosti log-log byl u kreatininu a nikotinamidu linearni, coz
vypovidd o adsorpénim procesu retence (Obr. 31 c). Farnesol byl velmi Spatné
zadrzovan. Hodnoty jeho retencniho casu byly nizSi nez mrtvy objem, coz je
pravdépodobné dano vysokou hodnotou log P = 4,828. Farnesol byl pro tuto studii

nevhodné zvolenou latkou.
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5.2.2. Neutralni latky — ACQUITY UPLC BEH HILIC (pH = 3,8)
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Obrazek 32: a)zavislost lin-lin, b)zdvislost log-lin, c)zdvislost log-log.

Prabéh krivky zavislosti log-lin i log-log byl pfi koncentraci vodné slozky nizsi
nez 20 % u kreatininu, nikotinamidu a tyrosolu linearni, coz vypovida o smiSeném
procesu retence (Obr. 32 b, c). Farnesol byl zadrZzovan o néco lépe neZ na koloné

Ascentis Express HILIC (Obr. 32 a).
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5.2.2. Neutralni latky — ACQUITY UPLC BEH HILIC (pH = 6,8)

0,8 —o— Kreatinin
0,7 —— Nikotinamid
0,6 Farnesol
05 - —&—Tyrosol

_ 0,4 -

“03 -

0,1 - .\.\.7 -
—il-

0’2 7 \ Y
-

0 .
'0,1 T T T T T T T
0 0,05 0,1 0,15 0,2 0,25 0,3 0,35 0,4
a) ¢
1 - -
—&— Kreatinin
0,5 - —— Nikotinamid
—&—Tyrosol
~ 07
3
=-0,5 -
—— — =
-1 \
+ ﬂ
'1,5 T T T T T T T 1
0 0,05 0,1 0,15 0,2 0,25 0,3 0,35 0,4
b) ¢
1 - .
—o— Kreatinin
0,5 - —&— Nikotinamid
—&—Tyrosol
~ 07
0o
)
- '015 T \\'\.\
R o e
+
'1,5 T T T T 1
) -1,40 -1,20 -1,00 I -0,80 -0,60 -0,40
C

Obrazek 33: a)zavislost lin-lin, b)zdvislost log-lin, c)zdvislost log-log.

Pribéh krivky zavislosti log-lin i log-log byl u nikotinamidu a tyrosolu linedarni,
coZ vypovida o adsorpénim procesu retence (Obr. 33 b, c). Hodnoty reten¢niho ¢asu

farnesolu byly opét nizsi nez mrtvy objem.
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5.2.2. Neutralni latky — ACQUITY UPLC BEH AMIDE (pH = 3,8)
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Obrazek 34: a)zavislost lin-lin, b)zdvislost log-lin, c)zdvislost log-log.

Pribéh krivky zavislosti log-lin i log-log byl u nikotinamidu a tyrosolu linearni,
coZ vypovida o smiSeném procesu retence (Obr. 34 b, c). Farnesol byl opét velmi

Spatné zadrzovan. Nejvice zadrzovanou latkou byl kreatinin (Obr. 34 a).
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5.2.2. Neutralni latky — ACQUITY UPLC BEH AMIDE (pH=6,8)

b)
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Prabéh krivky zavislosti

Obrazek 35: a)zavislost lin-lin, b)zdvislost log-lin, c)zdvislost log-log.

log-lin i log-log byl u kreatininu, nikotinamidu a

tyrosolu linearni, coZz vypovida o smiSeném procesu retence (Obr. 35 c). Farnesol byl

opét velmi Spatné zadrzovan. Nejvice zadrZzovanou latkou byl kreatinin (Obr. 35 a).
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5.2.3. Bazické latky — Ascentis Express HILIC (pH = 3,8)
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Obrazek 36: a)zavislost lin-lin, b)zdvislost log-lin, c)zdvislost log-log.

Pribéh krivky zavislosti log-log byl u adenosinu, uracilu a metoprololu linearni,
coZ vypovida o adsorpénim mechanismu retence (Obr. 36 c). U metoprololu byly piky

pfi nizkém podilu vody v mobilni fazi pfilis rozmyté (Obr. 36 a).
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5.2.3. Bazické latky — Ascentis Express HILIC (pH = 6,8)
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Obrazek 37: a)zavislost lin-lin, b)zdvislost log-lin, c)zdvislost log-log.

Pribéh krivky zavislosti log-log byl u adenosinu a uracilu linearni, coz vypovida
o adsorpénim mechanismu retence (Obr. 37 c). U metoprololu byly piky pfi nizkém

podilu vody v mobilni fazi ptilis rozmyté (Obr. 37 a).
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5.2.3. Bazické latky — ACQUITY UPLC BEH HILIC (pH = 3,8)
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Obrazek 38: a)zavislost lin-lin, b)zdvislost log-lin, c)zdvislost log-log.

Prabéh krivky zavislosti log-log byl u uracilu a metoprololu linearni, coz
vypovida o adsorpcnim mechanismu retence (Obr. 38 c). Piky adenosinu byly pfi nizsich

koncentracich vody v mobilni fazi ptilis rozmyté.
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5.2.3. Bazické latky — ACQUITY UPLC BEH HILIC (pH =6,8)
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Obrazek 39: a)zavislost lin-lin, b)zdvislost log-lin, c)zdvislost log-log.

Pribéh krivky zavislosti log-log byl u adenosinu, metoprololu a atenololu
linearni, coz vypovida o adsorpénim mechanismu retence (Obr. 39 c). Piky uracilu byly

pfi nizsich koncentracich vody v mobilni fazi pfilis rozmyté.
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5.2.3. Bazické latky — ACQUITY UPLC BEH AMIDE (pH = 3,8)
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Obrazek 40: a)zavislost lin-lin, b)zdvislost log-lin, c)zdvislost log-log.

Pribéh krivky zavislosti log-log byl u adenosinu, metoprololu, atenololu a

uracilu linedrni, coz vypovida o adsorpénim mechanismu retence (Obr. 40 c). Uracil byl

zadrZovan lépe neZ na koloné ACQUITY UPLC BEH HILIC (Obr. 40 a).
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5.2.3. Bazické latky — ACQUITY UPLC BEH AMIDE (pH = 6,8)
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Obrazek 41: a)zavislost lin-lin, b)zdvislost log-lin, c)zdvislost log-log.

Pribéh krivky zavislosti log-log byl u adenosinu, metoprololu, atenololu a
uracilu linearni, coz vypovida o adsorpénim mechanismu retence (Obr. 41 c). Odchylka

u metoprololu (Obr. 41 c) je pravdépodobné zplsobena chybou v méreni.
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6. Zaver

Tato diplomova prace se zabyvala studiem HILIC mechanismu tfi stacionarnich
fazi — Ascentis HILIC Express, ACQUITY BEH HILIC a ACQUITY BEH AMIDE. Kolony byly
hodnoceny z hlediska selektivity a retence jednotlivych skupin analytd. Byl sledovan

vliv sloZzeni mobilni faze a vliv pH.

PFi porovnani selektivity kolon Ascentis HILIC Express a ACQUITY BEH HILIC byl
zaznamenan rozdil v selektivité pouze u pH = 6,8 pfi koncentraci vodné slozky 15%.
V ostatnich p¥ipadech neméla hodnota pH na selektivitu vliv. Hodnoty s’ jsou

zaznamendany v tabulce 16.

Podminky Hodnota s>
pH = 3,8; koncentrace vodné slozky 15 % 0,073
pH = 6,8; koncentrace vodné slozky 15 % 0,025
pH = 3,8; koncentrace vodné slozky 10% 0,028
pH= 6,8; koncentrace vodné slozky 10% 0,145

Tabulka 16: Porovnani selektivity kolon Ascentis HILIC Express a
ACQUITY UPLC BEH HILIC p¥i riznych podminkach.

U kolon ACQUITY BEH HILIC a ACQUITY BEH AMIDE byl rozdil v selektivité velmi
vyrazny, zvlasté pfi pH = 6,8. Kolonu ACQUITY BEH AMIDE tvori BEH castice
modifikované trifunkéné vazanym amidem. Rozdil v selektivité kolon se dal

predpokladat. Hodnoty s jsou zaznamenany v tabulce 17.

Podminky Hodnota s>
pH = 3,8; koncentrace vodné slozky 15 % 0,183
pH = 6,8; koncentrace vodné slozky 15 % 0,500
pH = 3,8; koncentrace vodné slozky 10% 0,097
pH= 6,8; koncentrace vodné slozky 10% 0,321

Tabulka 17: Porovnani selektivity kolon ACQUITY UPLC BEH AMIDE a
ACQUITY UPLC BEH HILIC pfi rGznych podminkach.
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U kolony Ascentis Express HILIC neméla hodnota pH na selektivitu témér zadny
vliv kromé atenololu a metoprololu. Selektivita kolony ACQUITY UPLC BEH HILIC byla
pfi pH = 3,8 a pH= 6,8 srovnatelna, hodnota pH neméla na selektivitu témér zadny vliv.
U kolony ACQUITY UPLC BEH AMIDE byla selektivita pfi pH = 3,8 a pH = 6,8 velmi

rozdilna. Hodnoty s’ jsou zaznamenany v tabulce 18.

Kolona Hodnota s’
Ascentis Express HILIC 0,048
ACQUITY UPLC BEH HILIC 0,054
ACQUITY UPLC BEH AMIDE 0,286

Tabulka 18: Porovnani selektivity kolon pfi pH = 3,8 a pH = 6,8 pfi koncentraci vodné
slozky 15 %.

Problematickymi latkami byly kyselina salicylova (log P = 2,011) a farnesol
(log P = 4,828). Na vSech kolonach byly velmi malo zadrZovany a jejich retencni ¢asy

byly nizsi nez mrtvy objem. Tyto dvé byly pro tuto studii nevhodné zvolené.

Naopak metoprolol (log P = 1,632) a atenolol (log P = 0,335) byly zadrZzovany
pfilis, jejich retenéni ¢asy byly pravdépodobné vyssi nez 20 min. Nejvhodnéjsi kolonou
pro jejich separaci se jevila kolona ACQUITY BEH AMIDE. Tato kolona je tvofena BEH
Casticemi modifikovanymi trifunkéné vazanym amidem a je vhodna pro separaci

bazickych latek.

U vétsSiny latek pfevazoval smisSeny mechanismus retence. Pro obecnéjsi zavér o
mechanismu retence u jednotlivych skupin latek je zapottebi SirSich méreni a vétsiho

spektra mérenych latek.
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